PCT/DE99/04099 

PATENT COOPERATi : I TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61 .2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
uttice 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
23 August 2000 (23.08.00) 




International application No. 
PCT/DE99/04099 


Applicant's or agent's file reference 
PCT/MDC 9819 


International filing date (day/month/year) 
27 December 1999 (27.12.99) 


Priority date (day/month/year) 

29 December 1998 (29.12.98) 


Applicant 

WOLFF, Gerhard et al v -> : .~ ' 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X I in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

20 July 2000 (20.07.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 




was 



| I was not 

made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Kiwa Mpay 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 




Form PCT/IB/331 (July 1992) 
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VERTR 



UBER DIE INTERNATIONArTZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



WiPO 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBER 




(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des An m elders Oder Anwalts 
PCT/MDC 9819 


siehe Mitteilung Oberdie Obersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prtifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/04099 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
29/12/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/86 


Anmelder 






MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN et al. 







1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


E3 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



20/07/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
09.04.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: -t-49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

SCHEFFZYK, I 

Tel. Nr. +49 89 2399 8602 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04099 



I. Grundlag des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-4 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

12-15 ursprungliche Fassung 

1-11 eingegangen am 20/03/2001 mit Schreiben vom 20/03/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04099 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: 

Nein: 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: 

Nein: 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: 

Nein: 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Anspruche 1-15 
Anspruche 

Anspruche 1-15 
Anspruche 

Anspruche 1-10 

Anspruche 1 1-15: siehe SEKTION VIII/3). 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/04099 
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SEKTION V- 



Der Geqenstand vorliegender Anspruche scheint neu zu sei, denn ein Vektor 
Der Gegenstana y V erfugung stehenden Stand der Technik 

Vektors in der Krebstherapie nicht ableitbar. 



SEKTION VIII 
D 



2). 



Anspruche 11-15 sind von der Beschreibung vorliegender Anme.dung nicht 
Ztultt 6 PCT) denn die Anmeldung enthalt keinerlei Daten, d.e auf die 

Krebs) schliessen lassen wurden (siehe auch R.chtl.n.e C-lll 6.1 und 6.3 PCT) 

Die Anspruche 11-15 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung 
Zse Beh6rde unter die Rege. 67, (iv) PCT fa.lt. Daher w,rd 
gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche ke.n Gutachten 
erstellt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



patentansprOche 

1 . Gentransfervektor, bestehend aus 
j ptY i YB- 1 -Promoter, 

' ffiRestrikdonsenzyme, die das Transgenumgaben. 

2. GentransfavekU* «* Ansprucb 1, geken^chnet, daB das Transgen 

ein therapeutiscb.es Gen ist 

3. Gentransfeveku-r nach Anspxuoh !, dadun* gekem^ictoet, daB das Transgen 
einReportergenist. 

6 Gennansfavektar nach Ann-mob 1-5, dadutch gekennzeiobn^ daB zusatzhch 

JSSSStC-**SS (RES) enthaUen, die inneAalb der S^uenzcn des 
YB-1 -Promoters vorkommen. 

Multicloningsitea (MCS) Or RestnkQonsenzyme sticky Rts nn 
enthalten. 

1 l.Verw e ndungdesVel^^^ 
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PATENT COOPER^fcoN TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
PCT/MDC 9819 


imp fudthpp ArTiniM See Not " fic a tion of Transmittal of International 
i«uk*ukimlkaliiuin Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/DE99/04099 


"International filing date (day/month/year) 
27 December 1999 (27.12.99) 


Priority date (day/month/year) 

29 December 1998 (29.12.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/86\ A6 IK 48/00, A6 IP "3*5/00, C07K 14/47 


Applicant 

MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



1 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


13 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

20 July 2000 (20.07.00) 


Date of completion of this report 

09 April 2001 (09.04.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No, 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 
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INTERNATIONAL 
1 1. Basis of the report 



PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE99/04099 



pi the international application as originally filed. 
L- 1 1-4 



the description, pages . 

pages . 
pages , 



the claims, 



pages . 

Nos. 

Nos. 

Nos. 

Nos. 

Nos. 



as originally filed, 
, filed with the demand, 

filed with the letter of 

filed with the letter of 




12-15 



1-11 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

f filed with the letter of 

, filed with the letter of 



20March2mi2»2^ 



|— ~j the drawings, 



sheets/fig _ 
sheets/fig _ 

sheets/fig . 

sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 



, filed with the letter of 



1 2 . The amendments have resulted in the cancellation of: 

[""] the description, pages 

| 1 the claims, N° s - 



□ the drawings, sheets/fig 

a» cinre thev have been considered 



I 4 . Additional observations, if necessary. 



PCT/1PEA/409 (Box I) (January 



INTERNA 



Unal PRELIMINARY examination rWrt 



International application No. 
PCT/DE 99/04099 



citations 

1 Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

-Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-15 



1-15 



1-10 



11-15: see Box VIII 



YES 
NO 

YES 

NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

vector as p^- 1 ^ e g ox 

^ fact be used in cancer therapy see 
vector can in fact r>e u Drese nt claims 

i - the subject matter of the present c 
VIII, point 1 tne s possible to 

also appears to be inventive since it was no p 
deri ve a use of the claimed vector in cancer 
th e available documents. 



4} 




PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REnR? 



International application No. 
PCT/DE 99/04099 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1) . Claims 11-15 are not supported by the description of 

the present application ( PCT Article 6) since the 
application does not contain any data which would 
suggest the— -use of the claimed vector for 
therapeutic "treatment (of" cancer) (see also PCT 
Guidelines, Ch. Ill, 6.1 and 6,3). 

2) . Claims 11-15 relate to subject matter which, in the 

opinion of the Examining Authority, comes under PCT 
Rule 67.1(iv). Consequently, an expert opinion has 
not been established with respect to the industrial 
applicability of the subject matter of these claims 
(PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 




PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Aftikel 1§,sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT/MDC 9819 


[ uiciTCDcc siehe Mitteilung uber die Ubermrttlung des international | 
Wtll tHt!> Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, sowett 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/04099 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/12/1999 


(Fruhestes) Pnontatsaatum ( / agimomvoai »/ ■ 

29/12/1998 


Anmelder 

MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN et al . | 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittett. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _5 Blatter. T ^ hnil , 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Techn.k be.. 



Grundlage des Berlchts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die international Recherche auf der Grundlage der internationalen Ar^ldung in der Sprache 
durchgS worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt n.chts anderes angegeben .st. 

Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
p~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrifttiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daft die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrrfHichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestlmmte Ansprtiche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Elnheltllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 



□ 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

E wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde estgese^L Der 
n Anmllde^r l^nn der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung d.eses .nternat.onalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 
fi Folnende Abbilduna der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. _J : 

□ keine der Abb. 
! j „, & , v 

[T] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | W eil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 
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Fortsetzung von Feld 1.1. 

Obwohl die Anspruche 11-14 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde d ie Recherche 
SchgefQhrt und grundete sich auf die angefuhrten fchrkungen der 

K'M'.SS'l^lSi -f ein Diagnostizierverfahren, das aj 
mon^rnlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Ke^chf dt^gefuhrfund grundete sich auf die angefuhrten Wl rkungen 

der Verbindung/Zusammensetzung. 



I 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 




Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/04099 



A. KLASSI FIZI ERU NG DES ANMEWONGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/86 A61K48/00 A61P35/00 C07K14/47 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N A61K A61P C07K 



Recherchierte abernicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UMTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht komrnenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


x </ 


MAKINO ET AL. : "Structural and functional 


1,3, 




analysis of the human Y-box binding 


6-10,15 




protein (YB-1) gene promoter" 




NUCLEIC ACID RESEARCH, 






Bd. 24, Nr. 10, 1996, Seiten 1873-1878, 






/ XP002138659 




A »/ 


Seite 1874, Spalte 1; Abbildung 3 


2,4,5, 






11-14 




/'Seite 1877, Spalte 2 




A ' 


DE 42 38 778 A (MAX DELBRUECK CT FUER 


1-15 




MOLEKULA) 19. Mai 1994 (1994-05-19) 






Seite 2, Zeile 23 - Zeile 40; Anspruche 






1,2; Abbildung 1; Beispiele 1,2 






_/-- 





Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe An hang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmetdedatum verdffentlicht word en ist 



Veroffentlichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer . 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaGnahmen bezieht 
P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist 



" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

' Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

25. Mai 2000 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

14/06/2000 


Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (431-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 34CK3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

van Klompenburg, W 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICTTONGESEHENE UNTERLAGEN 



« 



Internationales Aktenzelchen 

PCT/DE 99/04099 



Kategorie' 




Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 96 25507 A (COWAN KENNETH ;SETH PREM K 

(US); US HEALTH (US) ) 
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(57) Abstract 

The invention relates to a gene transfer vector for the diagnosis and the therapy 
of malign tumors which codes for any transgene under the control of the tumor-specific 
YB-1 promoter. Said transgenic vector consists of the YB-1 promoter, a transgene and 
two multiple cloning sites for restriction enzymes that surround the transgene which 
cloning sites are suitable for cutting out the transgene. Any gene can be cloned into 
the construct for its tissue-specific expression in chemo-resistant tumor cells. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Gentransfervektor fiir die Diagnostic und die 
Therapie von malignen Tumoren, der fur ein beliebiges Transgen unter Kontrolle des 
tumorspezifischen YB-1 Promotors kodiert. Er besteht aus dem YB-1 Promoter, einem 
Transgen und zwei zum Herausschneiden des Transgens geeigneten "Multiple cloning 
sites" fiir Restriktionsenzyme, die das Transgen umgeben. In das Konstrukt kann 
ein beliebiges Gen hineinkloniert werden, urn gewebsspezifisch in chemoresistenten 
Tumorzellen exprimiert zu werden. 
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Gentransfervektor fur die Diagnostik und die Therapie von malignen 
Tumoren 



Die Erfmdung betrifft einen neuen Gentransfervektor und seine Verwendung, 
insbesondere zur Behandlung von chemoresistenten Tumorzellen. 

BekanntermaBen sind etwa 50% aller Tumoren nicht behandelbar, da diese 
"multi-drug resistant" sind. So konnen z.B. Brustkrebszellen entweder primar 
resistent gegen Chemotherapie sein oder konnen diese Resistenz nach anfangs 
erfolgreicher Behandlung in einer spateren Phase entwickeln (sekundare 
Therapieresistenz). 

Ein solcher resistenter Phanotyp kann durch die Uberexpression eines 
Transporterproteins zustande kommen. Dieses sogenannte P -Glycoprotein bildet 
als Transmembranprotein eine Art Pumpe fur u.a. Chemotherapeutika, wodurch 
diese zuriick in den extrazellularen Raum transportiert werden. Das P- 
Glycoprotein wird durch das MDR-1 ("Multi-drug-resistance") Gen kodiert, das 
auf transkriptioneller Ebene durch das YB-1 Bindungsprotein reguliert wird, 
indem dieses an der "Y-box" innerhalb der DNA Sequenz des MDR-1 Gens 
bindet (Van Veen and Konings et al, 1997, Sem Cancer Biol, 8, 183-191). 

Der YB-1 Promotor kontrolliert die Expression des YB-1 Proteins, welches zur 
Familie der "Y-box" Bindungsproteine gehort. Diese Y-box Faktoren gehoren 
einer hoch konservierten Klasse von Proteinen an, die in der Regulation von 
Transkription und Translation eine Rolle spielen. Die Proteine binden an eine 
Sequenz innerhalb der DNA eines Zielgens (die sogenannte Y-box Sequenz) 
wodurch es zur Expression dieses Gens kommt (Bargou et al, 1997, Nat Med, 3, 
447-450). 

YB-1 ist im Rahmen der Zellproliferation verstarkt exprimiert und kann durch 
genotoxische Substanzen, z.B. Chemotherapeutika, UV Licht und ionisierende 
Strahlen induziert werden (Koike et al, 1997, Febs Lett, 417, 390-394). 
AuBerdem konnte festgestellt werden, daB die Expression von YB-1 in 
proliferierenden Zellen wie embryonalen und regenerierenden Geweben 
wesentlich erhoht ist, wahrend dieser Zustand sich bei Gewebedifferenzierung 
umkehrt (Grant and Deeley, 1993, Mol Cell Biol, 12, 4186-4196, Spitkovsky et 
al, 1992, Nucleic Acido Res, 20, 797-803). 

Eigene Studien konnten zeigen, daB die Uberexpression des MDR-1 Gens in 
Brustkrebszellen und die damit zusammenhangende intrinsische Multidrug 
Resistenz mit der Aktivitat und Lokalisation des YB-1 Proteins 
zusammenhangen (Bargou et al, 1997, Nat Med, 3, 447-450). 
Bei vorhandener Chemoresistenz ist es also notig, eine Alternative zum 
Gebrauch von Chemotherapeutika zu fmden. 
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BekanntermaBen wird Gentherapie fur die Behandlung von erworbenen und 
vererbten Krankheiten eingesetzt, wobei es urn den Transfer eines 
therapeutischen Gens,wie zB. eines Tumorsuppressorgens, geht. Verschiedene 
Vektorsysteme stehen dabei zur Verfiigung, um beim Gentransfer einen 
moglichst hohen Anteil der Zellen des Zielgewebes zu erreichen. Hierbei sind 
virale Vektoren bisher am geeignetsten. Adenovirale Vektoren werden 
zunehmend haufiger eingesetzt, da sie mit einer groBen Effektivitat eine Anzahl 
von Tumorgeweben infizieren konnen. Diese Vektoren enthalten eine jeweils 
spezifische Expressionskassette (EK), die durch die adenovirale Infektion in die 
Zielzelle gelangt. Diese Expressionskassette besteht aus einem Promotor und 
einem therapeutischem Gen, wobei der Promotor fur die Expression des Gens in 
den Zielzellen sorgt. Haufig zum Einsatz kommende Promotoren sind z.B. 
SV40, RSV und CMV (Sandig et al, 1997, Nat med, 3, 313-319). 

Die Tatsache, daB Adenoviren viele Gewebstypen infizieren konnen, ist 
einerseits ein Vorteil dieses Gentransfersy stems. Gewohnliche adenovirale 
Strategien sind andererseits bei gewissen Krankheiten/Therapien nicht 
ausreichend. Es ist also notig, Verfahren zu entwickeln, bei denen die 
Genexpression nur auf bestimmte Zellen beschrankt wird. Dies kann durch 
gewebsspezifische Promotoren erreicht werden. Durch den Einsatz von z.B. 
tumorspezifischen Promotoren wird die Moglichkeit geschaffen, das 
therapeutische Gen nur im Tumorgewebe zu exprimieren und nicht in 
angrenzendem auch infizierten normalen Gewebe (Robbins et al, 1998, Trends 
Biotechnol, 16, 35-40). Hiermit erhoht sich die Zielgenauigkeit des 
Gentransfers, wodurch es moglich wird, auch solche therapeutischen Gene 
einzusetzen, die fur die normalen Zellen schadlich sind. 

Der Erfmdung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, einen Vektor mit einer 
Expressionskassette zu entwickeln, die einen tumorspezifischen Promotor 
enthalt, der zielgerichtet nur in chemoresistenten Tumorzellen ein relevantes 
Gen exprimiert. Dieser Gentherapievektor soil also in Tumorzellen zum Einsatz 
kommen, die schon chemoresi stent und damit auf eine konventionelle 
Chemotherapie nicht mehr ansprechen. 

Die Kassette soli zum einen so konstruiert sein, daB sie in verschiedene 
Gentransfervektoren, wie z.B. in adenovirale Vektoren, hineinkloniert werden 
kann. Zum anderen soil es gleichzeitig moglich sein, die verschiedensten 
therapeutischen Gene ohne groBen technischen Aufwand "downstream" vom 
Promotor in diese Kassette hineinzuklonieren. 

Die Aufgabe wird gemaB den Patentanspriichen durch einen Vektor gelost, der 
die folgenden Bestandteile hat: den YB-1 Promotor, ein Transgen und zwei 
"Multiple cloning sites" (MCS). Hierbei soli der tumorspezifische YB-1 
Promotor in chemoresistenten Tumorzellen durch adenoviral en Gentransfer ein 



PCT/DE99/04099 

WOM093 ' f 3 en fcann em therapeutisch 

■ hrinsen Dieses Transgen Kan ch ein 

Transgen Express,™ l^^**,*^ 0« ^ .„ ,,p d „g 
reievantes, wie z.B. em ^ et w „d. Es Ka fflgKS Molekul 

Cerben der ™ ^ besto mtes de r dann seme 

converting enzyme sem . h ^t.ven Stoii um in konne n auch 

Vodrug") in emenj to « sog enann.em 

Vektors kloniert. ^Linzym-Schnittstellen ^ b) des Pro tnotors in die 
ILewahlter Restnktionsenzy Bdownst ream des &m sich 

i^S=='» r ~" & """"" 

schon im v eKlOT . 

von T^oren^etzba ^ 

Der neve G-a^^&SU von c^— - ^ aUsation 
vonTumoren). 

Vektors kloniert, daB vers ^ die Mca. „ ausgew aWter 

Pronators gesetzt werden konn ^ die eme Gruppe sp^ Uzie rten 
n nabeihandeltessichum em sc hneUen unu ; die 

S&SSt Diese SchntoteUen so»en trearn » vom ■ -J Wor 

Kch der ««PS2^Sw- Verand-nge^ ^en v-— Es 
Expressions^ ^ ^ Promotor werden to Gene 
bzw. am schon vornffl <a * k tensy stem , m dem 

tstebt somit ^SS^^S^S* Gen enthaUende 
' untKg r g YB4 %"oV und £ » es ^nsferpiasm^W 

». , ^^fe^ss^st'-■- ,,,- 

"Helferplasmid (Hf ) 



WO 00/39317 



4 



PCT/DE99/04099 



besitzt bis auf die El- und E3-Region das gesamte adenovirale Genom, wobei 
die El Deletion den Virus replikationsdefizient macht. Da die adenoviralen 
Genomabschnitte, die die EK im TP umgeben, eine Homologie mit bestimmten 
Abschnitten des Genoms des HP aufweisen, wird durch homologe 
Rekombination in den BJ Zellen ein rekombinantes adenovirales Plasmid 
generiert, das die Expressionskassette enthalt (siehe Abb. 3). Durch 
Gentransfertechniken, wie z.B. Calciumphosphat-Prazipitation oder Liposomen, 
wird dieses rekombinante adenovirale Plasmid dann in eine Produktionszellinie 
(293; humane, embryonale Nierenzellinie) eingebracht, um zur Produktion von 
replikationsdefizienten Viren zu fTihren. Diese enthalten das therapeutische Gen 
unter der Kontrolle des tumorspezifischen YB-1 Promotors. Danach werden in 
unterschiedlichen Mausstammen (SCID und nude Mause) Tumore 
chemoresistenter Zellinien (z.B. epithelialen Ursprungs) etabliert, die dann mit 
dem rekombinanten Virus infiziert werden. Die Messung der 
Transgenexpression durch z.B. ELISA- und immunhistochemische Techniken 
und seine Wirkung auf den Tumor werden dann in Hinsicht auf einen moglichen 
therapeutischen Ansatz analysiert. 

AUSFUHRUNGSBEISPIEL 2 

Die Erfindung wurde in einem Tiermodell auf die proliferationsspezifische 
Aktivitat des YB-1 Promotors in vivo uberpriift. Es ist bekannt, daB adenovirale 
Vektoren Hepatozyten am dritten Tag nach Vektorapplikation in die 
Proliferation treiben. Daher wurden zwei adenovirale Vektoren mit humanem 
alpha 1 -Antitrypsin (hAAT), die sich nur durch den Promoter unterschieden 
(AdYB-l.hAAT bzw. AdRSV.hAAT) in einem Lebergentransfermodell in 
SCID Mauesen verglichen. 

Der konstitutive Promotor fuhrte zu einem kontinulierlichen Anstieg des 
Serumgehalts von hAAT (Abb. 4A). Im Gegensatz dazu fuhrte der Ad-Vektor 
mit dem YB-1 Promotor zu einer temporar sehr starken Expression mit einem 
maximalen Serumgehalt von hAAT am dritten Tag (Abb. 4B). 

I,0xl0 9 pfu AdRSV.hAAT (A) bzw. AdYB-l.hAAT (B) wurde intravenos in 
SCID Mause injiziert (n=3 fur A und B). Der Serumgehalt von humanem alpha 
1 -Antitrypsin (hAAT) wurde durch ELISA ermittelt. 

Hiermit konnte die proliferationsspezifische Aktivitat des YB-1 Promotors 
nachgewiesen werden. 
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12. Verwendung des Vektors nach Anspruch 1-10 zur Behandlung von 
chemoresistenten Tumoren. 



13. Verwendung des Vektors nach Anspruch 1-10 zur Behandlung von 
chemosensitiven Tumoren. 

14. Verwendung des Vektors nach Anspruch 1-10 zur Behandlung von 
Brustkrebs. 

15. Verwendung des Vektors nach Anspruch 1-10 zur Mikrolokalisation von 
Tumoren. 
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Abb. 3 
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